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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder ein 
(54) Bezeichnung: Kohlensauradiester von Starkefraktionen und de 
Verwendung zur Kopplung an pharmazeutische Wirkstoffe 

(57) Zusammenfassung: Bei der Kopplung von Starkefrak- 
tionen und deren Derivaten wie z. B. Hydroxyethylstarke 
(HES) an pharmazeutische Wirkstoffe in wasserhaltigem 
Milieu Ireten Nachteile in Form von unerwunschten Neben- 
reaktionen auf. Es soil eine neue Methode zur Kopplung 
von Starkefraktionen und deren Derivate an ph 
sche Wirkstoffe in wasserhaltigem Milieu gefuni 
bei der diese Nachteile nicht auftreten. 
Die Aufgabe wird dadurch gelost, dass neue K 
diester von Starkefraktionen und deren Deriva 
wurden, mil welchen eine Kopplung dieser Ve 
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Beschrelbung 

[0001] Die Konjugafion von pharmazeutischen 
Wirkstoffen insbesondere von Proteinen mit Polye- 
thylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Poly- 
sacchariden wie Dextrane oder insbesondere Hydro- 
xyethylstarke ("HESylierung") hat in den letzten Jah- 
ren an Bedeutung gewonnen mit der Zunahme an 
pharmazeutischen Proteinen aus der biotechnologi- 
schen Forschung. 

[0002] Oft haben solche Proteine eine zu kurze bio- 
logische Halbwertszeit, welche durch Kopplung an 
die oben angefiihrten Polymeren-Verbindungen wie 
PEG oder HES gezielt verlangert werden kann. 
Durch die Kopplung konnen aber auch die antigenen 
Eigenschaften von Proteinen positiv beeinflusst wer- 
den. Im Falle von anderen pharmazeutischen Wirk- 
stoffen kann durch die Kopplung die Wasserloslich- 
keit erheblich vergroliert werden. 

Stand derTechnik 

[0003] HES 1st das hydroxethylierte Derivat des in 
Wachsmaisstarke zu iiber 95 % vorkommenden Glu- 
cosepolymers Amylopektin. Amylopektin besteht aus 
Glucoseeinheiten, die in a-1,4-glykosidischen Bin- 
dungen vorliegen und a-1 ,6-glykosidische Verzwei- 
gungen aufweisen. HES weist vorteilhafte Theologi- 
sche Eigenschaften auf und wird zur Zeit als Volu- 
menersatzmittel und zur Hamodilutionstherapie kli- 
nisch eingesetzt(Sommermeyeretal., Krankenhaus- 
pharmazie, Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 - 278 und 
Weidleret. al., Arzneimittelforschung / Drug Res., 41, 
(1991) Seite 494 -498. 

[0004] HES wird im wesentlichen iiber das ge- 
wichtsgemittelte mittlere Molekulargewicht Mw, das 
Zahlenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die 
Molekulargewichtsverteilung und den Substitutions- 
grad gekennzeichnet. Die Substitution mit Hydroxye- 
thylgruppen in Atherbindung istdabei an den Kohlen- 
stoffatomen 2, 3 und 6 der Anhydrogiucoseeinheiten 
moglich. Der Substitutionsgrad kann dabei als DS 
("degree of substitution"), welcher auf den Anteil der 
substituierten Glucosemolekiile aller Glucoseeinhei- 
ten Bezug nimmt, oder als MS ("molar substitution") 
beschrieben werden, womit die mittlere Anzahl von 
Hydroxyethylgruppen pro Glucoseeinheit bezeichnet 
wird. 

[0005] In DE 19628705 und DE 101 29' 369werden 
Verfahren beschrieben, wie die Kopplung mit Hydro- 
xyethylstarke in wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DM- 
SO) iiber das entsprechende Aldonsaurelacton der 
Hydroxyethylstarke durchgefiihrt warden kann mit 
freien Aminogruppen von Hamoglobin bzw. Ampho- 
tericin B. 

[0006] Da in wasserfreien, aprotischen Losungsmit- 
teln gerade im Falle der Proteine oft nicht gearbeitet 
werden kann, entweder aus Laslichkeitsgriinden 
aber auch Griinden der Denaturierung der Proteine, 
stehen auch Kopplungsverfahren mit HES im was- 



serhaltigen Milieu zur Verfiigung. Z. B. gelingt die 
Kopplung der am reduzierenden Kettenende selektiv 
zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke durch 
Vermittlung von wasserloslichem Carbodiimid EDC 
( 1 -ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodumid) 
(PCT/EP 02/02928). Sehr oft jedoch ist der Einsatz 
von Carbodiimiden mit Nachteilen behaftet, da Car- 
bodumide sehr haufig inter- oder intramolekulare 
Vernetzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

[0007] Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Ver- 
bindungen wie Nukleinsauren gelingt die Kopplung 
oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC eben- 
falis reagieren konnen (S.S. Wong, Chemistry of Pro- 
tein Conjugation and Cross-Linking, CRC-Press, 
Boca Raton, London, New York, Washington D.C., 
1993, Seite 199). 

Aufgabenstellung 

[0008] Es bestand daher die Aufgabe, solche akti- 
vierten Derivate von Hydroxyethylstarke oder ande- 
ren Polysacchariden zii finden, die in rein wassrigen 
Systemen oder auch in Losungsmittelgemischen mit 
Wasser die Kopplung an Proteine oder andere Wirk- 
stoffe gezielt ermoglichen, ohne die oben beschrie- 
benen Nachteile aufzuweisen. 
[0009] Es wurde nun iiberraschenderweise gefun- 
den, dass aus Hydroxyethylstarken sowie anderen 
Polysacchariden wie z. B. Wachsmaisstarke-Abbauf- 
raktionen in trockenen aprotischen, polaren Losungs- 
mitteln wie Dimethylacetamid (DMA) oder Dimethyl- 
formamid (DMF) mit den Carbonaten bestimmter Al- 
kohole wie z. B. N-Hydroxy-Succinimide die entspre- 
chenden Kohlensaurediester hergestellt werden 
konnten, die sich im wassrigen Milieu mit nukleophi- 
len NN 2 -Gruppen von Wirkstoffen zu (stabileren) Ure- 
thanen vorteilhafterweise umsetzen lassen. Als Ne- 
benreaktion tritt eine Verseifung mit Wasser zum Po- 
lysaccharid, dem freien Alkohol und CO z auf. 
[0010] Bei der Herstellung der Kohlensaurediester 
kann durch Wahl der molaren Verhaltnisse der Sub- 
stitutionsgrad mit reaktiven Kohlensaurestergruppen 
festgelegt werden, aus denen sich -dann spater auch 
der Substitutionsgrad mit den pharmazeutischen 
Wirkstoffen bei der Kopplung ergibt. 
[0011] Die Herstellung der erfindungsgemaflen 
Kohlensaurediester erfolgt durch die Umsetzung der 
trockenen Starkefraktionen bzw. ihrer Derivate in tro- 
ckenen, aprotischen Lbsungsmitteln wie z.B. Dime- 
thylformamid (DMF) oder Dimethylacetamid (DMA) 
und den entsprechenden Carbonaten der Alkohol- 
komponente. 

[0012] Die erfindungsgemallen Kohlensaurediester 
konnen aus der Losung in DMF durch trockenes 
Ethanol, Isopropanol oder Aceton gefallt und durch 
mehrfaches wiederholen des Vorganges gereinigt 
werden. Solche Kohlensaurediester konnen dann in 
Substanz isoliert zur Kopplung an pharmazeutische 
Wirkstoffe verwendet werden. Die Losung der Reak- 
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tionsprodukte in inertem apolarem Losungmittel kann 
jedoch auch direkt ohne Isolierung des aktiven Koh- 
lensaurediesters zur Kopplung an pharmazeutische 
Wirkstoffe weiterverwendet werden. 
[0013] Weitere geeignete Kohlensaurediester von 
Starkefraktionen bzw. deren Derivate sind die Ester 
mit sulfoniertem N-Hydroxy-Succinimid Oder auch 
geeigneten Phenolderivaten. Ebenfalls vorteilhaft 
kann der entsprechende Ester des N-Hydroxy-Ben- 
zotriazols eingesetzt werden. 
[0014] Als Starkederivate konnen geeignete Hydro- 
xyethylstarke-Fraktionen eingesetzt werden aber 
auch andere Starkederivate wie z. B. Hydroxypropyl- 
starke. Ebenfalls kommen infrage die in der deut- 
schen Patentanmeldung 102 17 994 beschriebenen 
hyperverzweigten Starkefraktionen. 

Ausfiihrungsbeispiel 

Beispiel 1 

Herstellung von Hes 10/0,4 Kohlensaurediester des 
N-Hydroxy-Succinimids. 

[0015] 5 g getrocknete Hydroxyethylstarke mit ei- 
nem mittleren Molekulargewicht Mw = 10.000 Dalton 
und einem Substitutionsgrad MS = 0,4 werden in 30 
ml trockenem Dimethylformamid bei 40 °C gelost und 
nach Abkuhlen der Losung mit der aquimolaren Men- 
ge an NN'-Disuccinimidylcarbonat versetzt unter 
Feuchtigkeitsausschluli. Nach 2 Stunden riihren bei 
Raumtemperatur wird der gebildete Kohlensauredi- 
ester des N-Hydroxysuccinimids und HES direkt wei- 
terverarbeitetwie im Beispiel 3 beschrieben. 

Beispiel 2 

Herstellung von Hes 1 0/0,4 -gekoppeltem Myoglo- 
bin 

[0016] 5 mg Myoglobin werden in 0,4 ml Bicarbonat- 
puffer 0,3 molar pH 8,4 gelost. Zu dieser Losung wer- 
den 0,5 ml der Losung aus Beispiel 2 mit dem enthal- 
tenen HES 10/0,4 Kohlensaurediester des N-Hydro- 
xysuccinimids iiber 2 Stunden portionsweise bei 
Raumtemperatur zugegeben. Der Ansatz wird 1 
Stunde riihren gelassen. Die Bildung des hesylierten 
Myoglobins wird uber Gel-Permeationschromatogra- 
phie mit einer Ausbeute von > 90 %, bezogen auf das 
eingesetzt Myoglobin, bestimmt. 

Patentanspriiche 

1 . Kohlensaurediester von Starkefraktionen Oder 
Starkefraktions-Derivaten . 

2. Kohlensaurediester gemali Anspruch 1 , wobei 
die Starkefraktionen Abbaufraktionen des Amylopek- 
tins sind. 



3. Kohlensaurediester gemali Anspruch 2, wobei 
die Abbaufraktionen des Amylopektins durch Saure- 
abbau und/oder Abbau durch rj-Amylase von Wachs- 
maisstarke gewonnen werden. 

4. Kohlensaurediester gemali Anspruch 3, wobei 
die Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht 
Mw von 2.000 - 50.000 Dalton aufweisen und eine 
mittlere Verzweigung von 5 - 15 mol% a-1 ,6-glykosi- 
dischen Bindungen. 

5. Kohlensaurediester gemali Anspruch 1 , wobei 
die Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl-Derivate 
von Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind. 

6. Kohlensaurediester gemali Anspruch 5, wobei 
das mittlere Molekulargewicht Mw der Hydroxyethyl- 
starke-Fraktionen im Bereich von 2 - 300.000 Dalton 
liegt und der Substitionsgrad MS zwischen 0,1 und 
0,8 liegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der Substituen- 
ten an den Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhy- 
droglucosen zwischen 2 und 15 liegt. 

7. Kohlensaurediester gemali Anspriichen 1-6, 
wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy-Succini- 
mid, Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phe- 

8. Kohlensaurediester gemafi Anspruch 1-6, wo- 
bei die Alkoholkomponente N-Hydroxy-Succinimid 
und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid ist 

9. Verfahren zur Herstellung von Kohlensauredi- 
ester aus Starkefraktionen und deren Derivate und 
einem zweiten, davon verschiedenen Alkohol da- 
durch gekennzeichnet, dass die getrockneten Poly- 
saccharide bzw. ihre Derivate in wasserfreien, pola- 
ren, aprotischen Losungsmitteln wie Dimethylforma- 
mid (DMF) Oder Dimethylacetamid (DMA) gelost wer- 
den, gegebenenfalls unter Warme, dem Ansatz Je 
nach dem gewiinsohten Veresterungsgrad die ent- 
sprechenden molaren Mengen an Carbonatder2. Al- 
koholkomponente zugesetzt werden und danach der 
Ansatz unter Wasserausschluli und Ruhren 2 Stun- 
den ausreagieren gelassen wird. 

10. Verfahren zur Herstellung von Kohlensaure- 
diester aus Starkefraktionen und deren Derivate und 
N-Hydroxy-Succhinimid und seine Derivate gemalj 
Anspruch 9 dadurch gekennzeichnet, dass die was- 
serfreien Starkefraktionen und deren Derivate in 
wasserfreien, polaren, aprotischen Losungsmitteln 
wie Dimethylformamid (DMF) Oder Dimethylacetamid 
(DMA) gelost werden, gegebenenfalls unter Warme, 
dem Ansatz Je nach gewunschtem Kopplungsgrad 
erforderliche molare Mengen an NN'-Disuccinimidyl- 
carbonat Oder ein Derivat desselben zugegeben wer- 
den und dieser unter Ruhren wahrend 2 Stunden bei 
Raumtemperatur ausreagieren gelassen wird. 



3/4 



DE 103 02 520 A1 2004.08.05 



11 . Verfahren zur Herstellung von mit Starke Oder 
Starke-Derivaten an an freien Aminofunktionen ge- 
koppelten pharmazeutischen Wirkstoffen dadurch 
gekennzeichnet, dass Kohlensaurediester von Star- 
ke bzw. Starke-Derivaten damit umgesetzt werden 
unter Ausbildung von stabilen Urethanbindungen. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Kohlensaurediester der Star- 
ke Oder deren Derivate Ester des N-Hydroxy-Succini- 
mids, des Sulfo-N-Hydroxysuccinimids, der substitu- 
ierten Phenole oder Hydroxy-Benzotriazole sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 12 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Diester Ester von Hydro- 
xy-Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid sind. 

14. Verfahren nach Anspruchen 11, 12 und 13 
dadurch gekennzeichnet, dass die Starkefraktionen 
Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind und die 
StarkederivateHydroxyethylstarke. 



Es folgt kein Blatt Zeiohnungen 



